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(54) Title: PROCESS FOR EXTRACTING HIGH-PURITY VON WILLEBRAND FACTOR 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON HOCHREINEM VON WILLEBRAND-FAKTOR 

(57) Abstract 

The invention concerns a process for extracting high-purity von Wiilebrand factor wherein recombinant von WUlebrand factor 
(rvWF) is chromatographically purified by anion exchange chromatography on a quaternary amino-type anion exchanger in a buffer 
solution comprising buffer substances and optionally salt The buffer solutions are preferably free from stabilizers, amino acids and other 
additives. This process produces high-purity recombinant vWF which is free from blood plasma proteins, in particular factor VIII, and is 
physiologically active. The invention further concerns a pharmaceutical preparation which contains rvWF and is composed of multimers 
having high structural integrity. 

(57) Zusamroenfnssung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gewinnung von hochreinem von Willebrand-Faktor, bei dem rekombinanter von 
Willebrand-Faktor (rvWF) durch eine Anic^ienaustauschdiromatographie an einem Anionenaustauscher vom quatemarcn Aminotyp in einer 
Pufferlosung bestehend aus Puffersubstanzen und ggf. Salz chromatographisch gexeinigt wird. Die Pufferlosungen sind vorzugsweise frei 
von Stabilisatoren, Aminosauren und anderen Zusatzen. Nacb diesem Verfahren lasst sich hochreiner rekombinanter vWF erhalten, der frei 
von Blutplasmaproteinen, insbesondere frei von Faktor VTH ist, und physiologisch aktiv isL Die Erfindung bezieht sich weiters auf eine 
pharmazeutische Praparation, die rvWF enthalt, welche aus Multimeren mit einer hohen strukturellen Integritat besteht. 
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Verfahren zur Gewinnung von hochreinem von Willebrand- 
Faktor 

BESCHREIBUNG 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines 
hochreinen von Willebrand-Faktors (vWF) . Weiterhin bezieht 
sich die Erfindung auf rekombinanten von Willebrand-Faktor 
(rvWF) , der nach dem erf indungsgemassen Verfahren 
erhaltlich ist, sowie auf eine phartnazeutische 
Zusammensetzung, die den rvWF enthalt. 

Bei der Blutgerinnung erfolgt die Umwandlung des flussigen 
Blutes in den Blutkuchen, eine gallertige Masse, die die 
Abdichtung verletzter Blutgefasse durch Pf ropfbildung 
bewirkt. Dabei erfolgt die Umwandlung des im Plasma 
vorhandenen loslichen Fibrinogens in den faserig- 
gallertigen Gerinnungsstof f , das Fibrin, in einem 
mehrstuf igen Prozess (sogenannte Blutgerinnungs-Kaskade) , 
an dem mindestens 15 verschiedene, mit romischen Ziffern 
gekennzeichnete Blutgerinnungs-Faktoren beteiligt sind, von 
denen jeder, wenn er aktiviert ist, die jeweils nachste 
inaktive Stufe aktiviert. 

Von den Gerinnungsfaktoren zirkulieren Calicum-Ionen, 
Fibrinogen und Prothrombin (Faktor II) st&ndig im Blut, 
andere werden durch Gewebeverletzung Oder Kontakt mit 
Kollagen 
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Oder Phospholipiden aus Thrombocyten (Faktor XII) 
aktiviert. Unter den ubrigen Blutgerinnungs-Faktoren 
befinden sich mehrere Serin-Proteasen, wie Kallikrein, 
Thrombin und die aktivierten Faktoren VII, IX, X und XI. 

Die Thrombocyten setzen sich unter Anwesenheit von von 
Willebrand- Faktor (ein Bestandteil des Gerinnungs-Faktors 
VIII) an Kollagen des verletzten Bindegewebes durch 
Adhasion fest. Sie verandern ihre Form und bilden Fortsatze 
aus, und zudem erleichtert ihre aussere Membran die 
Adhasion weiterer Thrombocyten. Danach setzen sie 
verschiedene Substanzen aus ihren Granula frei, wodurch 
eine Gefasskonstriktion sowie die Anlagerung und die 
Aktivierung anderer Faktoren der plasmatischen 
Blutgerinnung bewirkt werden. 

Dem von Willebrand-Faktor kommen in der normal ablaufenden 
Blutgerinnung direkte und indirekte Aufgaben zu. Er bindet 
in einem Komplex an den Faktor VIII. Dieser Komplex dient 
zur Stabilisierung des Faktor VIII. Dieser stabilisierte 
Faktor VIII hat dann wesentliche Cof aktorfunktion bei der 
Aktivierung von Faktor X. Der von Willebrand-Faktor greift 
aber auch direkt in die Blutgerinnung ein, indem er die 
Plattchenaggregation an verletzten Gefassen vermittelt. 

Bei der Hamophilie (Bluterkrankheit) ist die Blutgerinnung 
durch Mangel an bestimmten plasmatischen Blutgerinnungs- 
Faktoren gestort. Bei der Hamophilie A beruht die 
Blutungsneigung auf einem Mangel an Faktor VIII bzw. einem 
Mangel an vWF, der einen wesentlichen Bestandteil des 
Gerinnungsfaktors VIII ausmacht. Die Behandlung der 
Hamophilie A erfolgt durch Ersatz des fehlenden 
Gerinnungsfaktors durch Faktorenkonzentrate aus 
Blutkonserven, z.B. durch intravenose Infusion von Faktor 
VIII, eines vWF Faktor VIII-Komplexes oder von vWF. 
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Es gibt mehrere Krankheitsbilder, die auf Unter- Oder 
Uberproduktion des von Willebrand-Faktors zuruckzufuhren 
sind. So fuhrt z.B. eine Uberproduktion von vWF zur 
vermehrten Neigung von Thrombosen, wohingegen eine 
Unterversorgung mit vWP eine vermehrte Blutungsneigung Oder 
verlangerte Blutungszeit zur Folge hat. 

Das von Willebrand- Syndrom kann sich in mehreren 
Erscheinungsformen manif estieren . Alle Formen zeichnen sich 
durch eine verlSngerte Blutungszeit aus, die durch ein 
absolutes Fehlen eines funktionellen vWF begrundet sein 
konnen. Der Mangel an vWF kann auch eine phanotypische 
Hamophilie A hervorrufen, da der vWF ein wesentlicher 
Bestandteil des funktionellen Faktor VIII ist. In diesen 
Fallen ist die Halbwertszeit des Faktor VIII derart 
verringert, dass er seine speziellen Funktionen in der 
Blutgerinnung nicht wahrnehmen kann. 

Im Plasma zirkuliert der vWF in einer Konzentration von 5- 
10 mg/1 in Form eines nicht -kovalenten Komplexes mit dem 
Faktor VIII. Der vWF ist ein Glycoprotein, welches in 
verschiedenen Zellen des menschlichen Kdrpers gebildet und 
spater in die Zirkulation freigesetzt wird. Dabei wird in 
den Zellen ausgehend von einer Polypeptidkette mit einem 
Molekulargewicht von ca. 220000 (vWF-Monomer) durch 
Ausbildung von mehreren Schwef elbrucken ein vWF-Dimer 
(primares vWF-Dimer) mit einem Molekulargewicht von ca. 
550000 gebildet. Aus den vWF-Dimeren werden dann durch 
Verknupfung weitere Polymere des vWF mit immer hoheren 
Molekulargewichten, bis zu ca. 20 Millionen, hergestellt. 
Es wird vermutet, dass insbesondere den hochmolekularen 
vWF-Fraktionen eine essentielle Bedeutung bei der 
Blutgerinnung zukommt. 
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In der Literatur sind verschiedene Verfahren zur Reinigung 
und Konzentrierung von vWF beschrieben, die alle humane s 
Blutplasma als Quelle fur den von Willebrand-Faktor 
verwenden . 

Mit einem hochauf ISsenden elektrophoretischen Verfahren 
kann eine Strukturanalyse des vWF vorgenommen werden. Dabei 
wurde von Baillod et al . , Thrombosis Research 66, 745-755, 
1992, gefunden, daS die vWF-Multimeren in Banden 
aufgetrennt werden und jede Multimerenbande ein Oder 
mehrere Satellitenbanden mit sich fuhrt. Dieses 
Erscheinungsbild wird auf den proteolytischen Abbau von 
vWF-Multimeren zuriickgef uhrt . Eine einfache Zugabe von 
Proteaseinhibitoren zu Blutproben konnte diesen Abbau nicht 
verhindern. 

Ein abnormaler vWF votn Typ IIA zeigt ein verandertes 
Elektrophoresemuster. Als Resultat der Multimerenanalyse 
wird bei Patienten mit von Willebrand-Krankheit vom Typ IIA 
gefunden, daS die Multimeren jeweils als Einzelbanden 
(Siriguletts) auftreten und nicht in Satellitenbanden aufge- 
spalten werden. Dies wird auf die Tatsache zuruckgef iihrt , 
daS eine Protease- sensitive Bindung zwischen Tyr-842 und 
Met- 843 in den Typ IIA Patienten m6glicherweise nicht 
gespalten wird. Diese Patienten zeigen unterschiedliche 
Krankheitsbilder im Zusammenhang mit einer Blutungsneigung. 

Ein ahnliches Bild der Multimerenbanden wird von Fischer et 
al., FEBS Letters 351 (1994) 345-348, fur einen rekombi- 
nanten vWF beschrieben. Dieser rvWF wird von CHO-Zellen 
exprimiert und eine Multimerenanalyse vorgenommen. Im 
Gegensatz zu Plasma-vWF wurde keine Triplettstruktur 
beobachtet. Demzufolge liegt dieser rvWF als vollstandig 
intaktes Protein vor, der proteolytisch nicht abgebaut ist. 
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Jedoch ist der rvWF noch keinem Behandlungsverf ahren, wie 
einer Reinigung, Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung 
unterzogen worden. Dement sprechend lag noch keine 
pharmazeutische Preparation vor. 

Die im Stand der Technik beschriebenen vWF-Praparate 
enthalten den vWF in proteolytisch abgebauter Form. Die 
Stabilitat dieser Pr&parate ist dadurch begrenzt. Auch die 
Versuche zur Verhinderung der Proteolyse nach Abnahme einer 
Blutprobe mit entsprechenden Inhibitoren fuhrten nicht zu 
einem vWF mit intakter Struktur. 

Die EP-A-0503991 beschreibt die Reinigung von vWF aus 
humanem Kryoprazipitat durch drei auf einanderf olgende 
chromatographische Schritte: 1. 

Ionenaustauschchromatographie an DEAE (DEAE-Cellulose, 
Diethylaminoethyl -Cellulose) -Fraktogel und Elution des vWF 
durch 0,15 M NaCl; 2. nochmalige 

Ionenaustauschchromatographie an DEAE- Fraktogel und Elution 
des vWF durch 0,17 M NaCl; 3. Af f initatschromatographie an 
Gelatine-Sepharose® . Als Puf f ersysteme werden Puffer 
verwendet, die Aminosauren und Calciumionen enthalten. 

M. Burnouf -Radosevich und T. Burnouf ( Vox Sang 62 (1992) 1- 
11 beschreiben eine Shnliche chromatographische Reinigung 
von Plasma-vWF durch Kombination einer Ionenaustausch- 
chromatographie an DEAE -Fraktogel mit einer Gelatine- 
Sepharose 0 - Filtration, in einem Puf fersystem, das 
Aminosauren und Calciumionen enthalt. 

Die WO-A- 8912065 beschreibt die Trennung von Plasma- 
Proteinen aus Plasma-Kryoprazipitaten durch Bindung der 
Proteine an DEAE -Fraktogel und stufenweise Elution durch 
steigende Zugabe von NaCl . Das Verf cihren eignet sich 
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insbesondere zur Gewinnung eines Faktor VIII-Konzentrats 
hoher Reinheit zur Behandlung von Hamophilie A, sowie zur 
Gewinnung von Konzentraten von Fibrinogen, vWF und 
Fibronectin. Die vWF enthaltende Fraktion wird vorzugsweise 
einer zweiten Chromatographic am gleichen 
Anionenaustauscher unter Verwendung eines Puffers, der 
Aminosauren und Calciumionen enthalt, unterworfen. 

Die EP-A-0416983 beschreibt die Gewinnung des vWF-Faktor 
VIII-Koraplexes aus menschlichem Plasma durch Ausf&llung mit 
einer Kombination aus Bariumchlorid und Aluminiumhydroxid 
und anschliessende Anionenaustauschchromatographie an DEAE- 
Fraktogel . 

Nach Harrison et al . , Thrombosis Res. 50 (1988) 295-304 
wird der vWF-Faktor VIII-Komplex durch Chromatographic an 
Dextransulphat-Agarose gereinigt. 

Bei der Reinigung des vWF-Faktor VIII -Kompl exes nach dieseri 
Verfahren soil allerdings der Faktor VIII :C in hoher 
Reinheit erhalten werden. 

Zur Behandlung der Hamophilie A werden deshalb auch immer 
besser gereinigte Faktor viII:C-Konzentrate eingesetzt, die 
den vWF nicht oder nur noch in Spuren enthalten. Deshalb 
sind solche Praparate fur die Behandlung eines vWF-Mangels 
nicht geeignet. Der Bedarf an reinem von Willebrand-Faktor- 
Konzentrat ist also sehr gross. 

Die EP-A-0469985 und die US-A-5252710 beschreiben ein 
Verfahren zur Herstellung von vWF aus Plasma- 
Kryoprazipitat, der weitgehend frei von Faktor VIII ist, 
bei dem in einem ersten Reinigungsschritt vWF vom Faktor 
VIII getrennt wird, weil vWF nicht an der 
Anionenaustauschersaule gebunden wird, sondern nur der 
Faktor VIII. In einem zweiten Schritt wird dann die 
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Salzkonzentration des nicht an den Anionenaustauscher 
gebundenen Materials wesentlich verringert und vWF an einen 
zweiten Anionenaustauscher gebunden und dann mit einer 
L6sung hoherer Ionenkonzentration wieder eluiert. 

Die DE-A-3904354 beschreibt die Herstellung eines vWF- 
Konzentrates aus Plasma-Kryopr&zipitat durch Trennung des 
vWF vom Faktor VIII, wobei Faktor VIII an einen 
Ionenaustauscher gebunden wird, vWF jedoch nicht. 

Die US -A- 5252709 beschreibt ein Verfahren zur Trennung von 
Faktor VIII, vWF, Fibronectin und Fibrinogen aus humanem 
Plasma, wobei zuerst Faktor VIII, vWF und Fibronectin an 
einen Ionenaustauscher vom DEAE-Typ gebunden werden, und 
anschliessend mittels steigender Salzkonzentration vom 
Ionenaustauscher getrennt eluiert werden. 

Obwohl diese Verfahren die Reinigung des vWF unter 
Abtrennung des Faktor VIII beschreiben, kann eine, wenn 
auch geringfugige Kontamination mit Faktor VIII bzw. mit 
anderen Blutplasmaproteinen nicht ausgeschlossen werden. 

Alle vWF-Konzentrate, die durch Reinigung des Proteins aus 
humanem Blutplasma erhalten werden oder in Kontakt mit 
biologischem Material aus SSugetieren getreten sind, sind 
ausserdem potentiell mit dem Risiko behaftet, 
krankheitserregende Molekule, wie z.B. Viren, vom 
Plasmaspender zu enthalten. 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf die 
zur Verfugungstellung eines effizienten, einfachen und 
sicheren Verfahrens zur Herstellung eines hochreinen von 
Willebrand-Faktors, der im wesentlichen frei ist von 
anderen Blutplasmaproteinen, und insbesondere frei ist von 
Faktor VIII. 

Der Erfindung lag weiters die Aufgabe zugrunde ein 
pharmazeutisches Praparat zur Verfugung zu stellen, welches 
einen vWF enthalt. dessen StabifcLtat gegenuber den bisher 
bekannten Praparaten verbessert ist. 

Diese Aufgabenstellung wird mit dem Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung gel6st. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Gewinnung von hochreinem von willebrand-Faktor, bei dem 
rekombinanter von Willebrand-Faktor (rvWF) durch eine 
Anionenaustauschchromatographie an einem Anionenaustauscher 
vom quaternaren Aminotyp chromatographisch gereinigt wird. 

Vorzugsweise wird der durch die 

Anionenaustauschchromatographie gereinigte rvWF weiterhin 
durch eine Af f initatschromatographie an immobilisiertem 
Heparin in einer Puf f erlosung, bestehend aus 
Puffersubstanzen und gegebenenf alls Salz, chromatographisch 

gereinigt 

Rekombinanter von Willebrand-Faktor wird aus dem zellfreien 
Kulturfiltrat transformierter, virusfreier, tierischer 
Zellen mittels Zellkulturtechnik gewonnen. 

Bevorzugte Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind 
Gegenstand der Anspruche 2 bis 13 . 
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Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
rekombinanter von Willebrand- Faktor, der frei von 
Blutplasmaproteinen, insbesondere frei von Faktor VIII ist, 
und der nach detn erf indungsgemassen Verfahren erhaltlich 
ist. Dieser rekombinante von Willebrand- Faktor ist 
physiologisch aktiv. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner die Verwendung eines 
nach dem erf indungsgemassen Verfahren erhaltlichen rvWF zur 
Behandlung von Hamophilie A und verschiedener Formen der 
von Willebrand-Disease. Weiterer Gegenstand ist auch die 
Verwendung dieses rekombinanten von Willebrand- Faktors zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung von Hamophilie A und verschiedener Formen der 
von Willebrand-Disease. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner eine 
pharmazeutische Zusammensetzung gemSss Anspruch 18 , die 
dadurch gekennzeichnet ist, dass sie den nach dem 
erf indungsgemassen Verfahren erhaltlichen rvWF in einem 
physiologisch annehmbaren Trager enthalt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine 
pharmazeutische PrSparation enthaltend den virussicheren 
rvWF, der aus Multiraeren mit einer hohen strukturellen 
IntegritSt besteht. 

Rekombinanter vWF (rvWF) wird aus zellfreiem Kulturmedium 
nach Fermentation tierischer Zellen isoliert und gereinigt. 
Das fur die Fermentation verwendete Kulturmedium stellt 
eine fur derartige Zwecke ubliche komplexe, synthetische 
Mischung aller zum Leben der tierischen Zellen notwendigen 
Stoffe, wie Vitamine, Zucker, Salze, Hormone, Antibiotika 
und Puf fersubstanzen, dar und unterscheidet sich daher in 
alien grundlegenden Eigenschaf ten wesentlich von der 



WO 96/10584 



PCT/EP9S/03892 



10 

Zusammensetzung von menschlichem Blutplasma oder Plasma - 
Kryoprazipitat . Es war deshalb nicht vorauszusehen, dass 
sich das erf indungsgemasse Verfahren in hervorragender 
Weise zur Herstellung von hochreinem von Willebrand-Faktor 
eignen wurde. Bei dem erf indungsgemassen Verfahren wird 
vorzugsweise ein rekombinantes vWF-Konzentrat aus 
zellfreien Kulturuberstanden transf ormierter Zellen 
eingesetzt . 

Im erf indungsgemassen Verfahren wird als Puffersystem eine 
Pufferldsung bestehend aus Puf fersubstanzen und ggf . Salz, 
vorzugsweise Kochsalz, verwendet, die vorzugsweise frei von 
Stabilisatoren, Aminosauren und anderen Zusatzen ist. Aus 
dem Stand der Technik ist bekannt. dass Stabilisatoren, 
Aminosauren und andere Zusatze benotigt werden, urn 
einerseits den von Willebrand-Faktor zu stabilisieren, 
andererseits den Faktor VIII - von Willebrand Komplex zu 
destabilisieren und auch die Abtrennung anderer Proteine zu 
erleichtern. Bei dem erf indungsgemassen Verfahren kann 
ganzlich auf solche Komponenten im Puffer verzichtet 
werden, wobei trotzdem ein physiologisch aktiver 
rekombinanter von Willebrand-Faktor erhalten wird. 

Als Puffersystem wird vorzugsweise ein von Stabilisatoren, 
Aminosauren und anderen Zusatzen freies Puffersystem, wie 
z.B. Tris-HCl/NaCl-Puffer, Phosphatpuf fer, Citratpuffer 
verwendet . 

Die Aniohenaustauschchromatographie und/oder die 
Af finitatschromatographie werden vorzugsweise in einem pH- 
Bereich von 6,0 bis 8,5, und besonders bevorzugt bei einem 
pH-Wert von 7,4, durchgef uhrt . 



WO 96/10584 



PCT/EP95/03892 



11 

Die Elution des bei der Anionenaustauschchromatographie an 
den Anionenaustauscher und bei der 

Af f init&tschromatographie an immobilisiertes Heparin 
gebundenen rvWF erfolgt vorzugsweise durch Erhdhung der 
Salzkonzentration . 

Als Anionenaustauscher vom quatern&ren Aminotyp wird 
vorzugsweise ein Fraktogel mit Tentakelstruktur und 
insbesondere EMD-TMAE- Fraktogel verwendet. 

Vorzugsweise wird der rvWF an den Anionenaustauscher bei 
einer Salzkonzentration von < 270 mM gebunden, und bei 
einer Salzkonzentration > 270 mM, und vorzugsweise bei 
> 280 mM, eluiert. Als Salze sind l&sliche ein- und 
zweiwertige Salze verwendbar, wobei NaCl bevorzugt wird. 

Fur die Af f initatschromatographie kann jeder Trager, an dem 
Heparin gebunden werden kann, verwendet werden. Als gut 
geeignet erwiesen sich zum Beispiel AF-Heparin-Toyopearl® 
(ein synthetisches grossporiges, hydrophiles Polymer auf 
der Basis von Methacrylat; Tosohaas) , Heparin EMD- 
Fraktogel® (ein synthetisches hydrophiles Polymer auf der 
Basis von Ethylenglykol, Methacrylat und Dimethacrylat ; 
Merck) oder Heparin Sepharose Fast Flow® (enthaltend 
naturliche Dextran- bzw. Agarosederivate; Pharmacia) . 

Vorzugsweise wird der durch die Stuf e der 
Anionenaustauschchromatographie vorgereinigte rvWF an das 
immobilisierte Heparin bei einer Salzkonzentration < 150 mM 
gebunden, und bei einer Salzkonzentration von > 150 mM, 
vorzugsweise von 200 bis 300 mM und bevorzugter 160 mM bis 
270 mM eluiert. Als Salz sind ldsliche ein- und zweiwertige 
Salze verwendbar, wobei NaCl bevorzugt wird. 
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Aufgrund der Molekulargrosse des rvWF (Molekulargewicht von 
500.000 bis mehrere Millionen) werden bei dem 
erfindungsgemassen Verfahren sowohl bei der 
Anionenaustauschchrotnatographie als auch bei der 
Aff initatschromatographie vorzugsweise solche 
Tragermaterialien, wie z.B. Gele mit Tentakelstruktur, 
verwendet, die das rvWF-Molekul in seiner Diffusion und 
Verteilung innerhalb der Tragerstruktur nicht behindern. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm des Verfahrens gemass 
der Erfindung wird das zellfreie Kulturmedium zuerst an 
einem starken Anionenaustauscher filtriert, wobei der rvWF 
durch den Austauscher gebunden wird. Als Anionenaustauscher 
wird vorzugsweise ein grossporiges Gel mit Tentakelstruktur 
und mit einer stark bindenden Ionenaustauschergruppe vom 
quaternaren Amino-Typ, wie z.B. EMD-TMAE-Fraktogel , 
verwendet . Nach Entf ernung von Begleitproteinen und 
Verunreinigungen mittels salzhaltigem, vorzugsweise NaCl- 
haltigem Puffer wird rvWF dann vom Ionenaustauscher in 
angereicherter Form eluiert. Im zweiten Reinigungsschritt 
der Affinitatschromatographie wird das den rvWF enthaltende 
Eluat mit einem Af f initatstrager mit kovalent gebundenem 
Heparin in Kontakt gebracht, wobei rvWF an diesen Trager 
bindet. Nach der Entf ernung von Fremdsubstanzen und 
Fremdproteinen durch ein geeignetes Elutionsmittel (wie 
z.B. Puffersubstanz) wird der rvWF vom Aff initatstrager 
eluiert, vorzugsweise mittels eines NaCl enthaltenden 
Puffersy stems. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren zur Gewinnung eines 
hochreinen von Willebrand-Faktors lasst sich auf eff iziente 
und einfache Weise ein hochreiner rvWF erhalten, der frei 
von Antik&rper, frei von Blutplasmaproteinen, und 
insbesondere frei von Faktor VIII. physiologisch aktiv und 
frei von pathogenen Viren ist. 
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Der hochreine rvWF ist des weiteren dadurch gekennzeichnet , 
dass der Anteil des vWP- Proteins zum Gesamtprotein 
mindestens 80 %, insbesondere mindestens 86 %, betrSgt . 

Der nach dem erf indungsgemassen Verfahren erhaltliche 
hochreine rvWF kann aufgrund seiner Eigenschaft, dass er 
frei von Antikdrper, frei von Plasmaproteinen, frei von 
pathogenen Viren und frei von Faktor VIII ist, bei der 
Behandlung von Hamophilie A gezielt eingesetzt werden. 

Des weiteren kann der nach dem erf indungsgemassen Verfahren 
erhaltliche hochreine rvWF zur Behandlung verschiedener 
Formen der von Willebrand-Disease verwendet werden . 

Erf indungsgemafi wird weiters eine stabile pharmazeutische 
Preparation zur Verfugung gestellt, die einen rvWF enthalt, 
der aus Multimeren mit einer hohen strukturellen IntegritSt 
besteht. Der rvWF ist derart stabil, dafi er als 
virussicheres Pr&parat zur Verfugung gestellt werden kann. 
Die Virussicherheit ist durch Verf ahrensschritte zur 
Behandlung des rvWF zur Inaktivierung von Viren bzw. 
Abreichung von Viren gewahrleistet . 

Zur Inaktivierung von Viren eignet sich insbesondere eine 
Hitzebehandlung in L6sung bzw. in festem Zustand, welche 
sowohl lipidumhullte als auch nicht-lipidumhullte Viren 
verlaSlich inaktivieren kann. Beispielsweise wird die 
erf indungsgemase Preparation gemafi der EP 0 159 311 in 
festem, nassen Zustand hitzebehandelt • Andere Verfahren zur 
Virus -Inaktivierung umfassen auch die Behandlung mit 
Detergenzien oder chaotropen Substanzen, beispielsweise 
gemaS der EP 0 519 901, WO 94/13329, DE 44 34 538, EP 0 131 
740 und WO 90/15S13. 
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Der rvWF ist in der erf indungsgemaBen Preparation vorzugs- 
weise als hochreines Protein enthalten, welches durch ein 
chromatographisches Reinigungsverfahren erhalten wird. Die 
chromatographische Reinigung erfolgt insbesondere durch 
Ionenaustauschchromatographie und/oder Af f initatschromato- 
graphie. Dafur k6nnen u. a. Material ien zum Anionenaus- 
tausch, darunter synthetische Tragermaterialien oder Trager 
auf Kohlenhydratbasis, mit Liganden, wie DEAE-, TMAE-, 
QAE-. Q- oder Aminoalkylgruppen herangezogen werden, bzw. 
Trager mit immobilisierten Substanzen, die eine spezifische 
Affinitat fur vWF aufweisen. Geeignete 
Affinit&tsmaterialien enthalten beispielsweise Heparin. 
Dieses Reinigungsverfahren eignet sich v. a. fur die 
groBtechnische Gewinnung des rvWF. 

Dabei ist zu beachten, dafi uberraschenderweise der rvWF in 
der erfindungsgemSBen Preparation eine ausreichende 
Resistenz gegenuber einem proteolytischen Abbau aufweist. 
sodaB auf den Zusatz ublicher Stabilisatoren verzichtet 
werden kann. In Ausnahmef alien kann aber auch wahrend des 
Herstellungsverfahrens ein entsprechender Proteaseinhibitor 
zugesetzt werden, um die intakte Struktur zu erhalten. Zur 
weiteren Unterstutzung der Stabilitat des vWF kann das 
pharmazeutische Praparat auch ein Polyalkylenglycol, wie 
PEG oder Polypropylenglycol, oder Glycerin in einer Konzen- 
tration enthalten, die den rvWF nicht prazipitiert und 
physiologisch vertraglich ist. 

Erfindungsgemafi zeigt der rvWF in dem Praparat nach 
elektrophoretischer Analyse Multimerenbanden in Abwesenheit 
von satellitenbanden. Dies entspricht der Struktur eines 
vWF als nicht-fragmentiertes, also intaktes Protein. 
Vorzugsweise zeigt der rvWF im pharmazeutischen 



W 96/10584 



PCI7EP95/03892 



15 

Praparat das gesamte Spektrum an Multimeren, insbesondere 
auch den vWF mit hohem Molekulargewicht, ahnlich der 
nativen Multimerenverteilung. 

Die StabilitSt der erf indungsgemSSen Preparation ist vor 
allem fur ein FlussigprSparat erforderlich. Eine Losung des 
erf indungsgemafien Praparates ist beispielsweise bei Raum- 
tetnperatur mindestens 48 Stunden stabil, vorzugsweise 
mindestens 72 Stunden, und bei 4°C mehr als 2 Jahre lager- 
fShig. Die Stabilit&t zeigt sicli^-durch einen nur unwesent- 
lichen Aktivitatsverlust von weniger als 50%, vorzugsweise 
weniger als 20%, am meisten bevorzugt weniger als 10%. 
Damit eignet sich das erf indungsgemSfie Praparat als 
Infusionspraparat, welches auch uber eine Dauer von 
mehreren Stunden einen Patient en infundiert werden kann 
ohne Risiko der Veranderung des Praparates und der 
Notwendigkeit der Verfinderung des Dosierungsschemas . 
Hinsichtlich der Vermeidung von m6glichen 
Nebenwirkungsreaktion ist es gleichfalls vorteilhaft ein 
Protein mit intakter und stabiler Struktur zu verabreichen. 

Es hat sich herausgestellt, daS das erf indungsgemSSe 
pharmazeutische PrSparat ohne Nebenwirkungsreaktionen, wie 
Thrombosebildung, Thrombozytenaktivierung oder Thrombo- 
zytopSnie an einen Patienten verabreicht werden kann. Dies 
war vor allem deshalb uberraschend, weil der rvWF im 
erf indungsgem&Sen PrSparat ein ahnliches Multimerenmuster 
aufweist wie die fur die Typ IIA-von Willebrand-Krankheit 
verantwortliche Form. 

Die Formulierung der erf indungsgem&Sen pharmazeutischen 
Preparation kann in an sich bekannter und ublicher Weise 
erfolgen, z.B. mit Hilfe von Salzen und gegebenenf alls 
Aminos Suren, aber auch in Gegenwart von Tensiden 
vorgenommen werden. Vorzugsweise werden Salze, wie z.B. 
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Natriumchlorid oder Kalziumchlorid, verwendet und ein pH im 
Bereich von 6-8 gewahlt. Als Aminosauren sind Glycin oder 
Lysin bevorzugt. Ebenso kann ein pharmazeutisch akzeptabler 
Puffer gewahlt werden. Aufgrund der hohen Stabilitat des 
rvWF kann ublicherweise auf die Verwendung von 
Stabilisatoren, wie Tragerproteine oder Inhibitoren in der 
Formulierung verzichtet werden. 

Die bevorzugte Konzentration des rvWF in der 
verabreichungsfertigen L6sung ist im Bereich von 1 bis 100 
Einheiten/ml . Durch die hohe Reinheit des Praparates kann 
dieses auch in Konzentrationen bis zu 1000 E/ml formuliert 
werden. Die Aktivitat ist durch die Ristocetin-mediierten 
Plattchenaggregation charakterisiert und wird als 
Ristocetin-Cofaktor -Aktivitat (RCoF) angegeben (siehe dazu 
journal of Clinical Investigation 52, 2708-2716, 1973). Die 
ubliche Dosis fur den vWF liegt im Bereich von 40-80 RCoF- 
Einheiten/kg in Intervallen von 6-48 Stunden. Als initiale 
Dosis kann auch eine hShere Dosis bis zu 200 RCoF gewahlt 
werden . 

Die Halbwertszeit des rvWF nach Verabreichung des 
erfindungsgemaSen Praparates ist uberraschenderweise mit 
einer biologischen Halbwertszeit von mehr als 20 Stunden 
deutlich langer als fur die Praparate des Stand der 
Technik . 

GemaS einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird der rvWF in 
einer Form erhalten, die nach Verabreichung an ein 
Saugetier das Multimerenmuster mit einer Singulettstruktur 
beibehalt. Eine proteolytische Aufspaltung der Singuletts 
in Satellitenbanden bleibt somit aus. 
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Vorzugsweise enthalt die erf indungsgemaSe pharmazeutische 
Preparation den rvWF als einzigen wesentlichen Bestandteil . 
Somit kann diese Preparation im wesentlichen aus 
hochgereinigten rvWF bestehen. 

Auch kann der nach dem erf indungsgemassen Verfahren 
erh&ltliche rvWF zur Stabilisierung von Faktor VIII, von 
rekombinant hergestelltem Faktor VIII oder funktionellen 
Deletionsmutanten von Faktor VIII verwendet werden, wobei 
die Stabilisierung in vitro nachgewiesen werden kann. 

Ein so stabilisiertes Faktor VHI-Praparat ist nicht wie 
Plasmaprodukte tnit dem Risiko behaftet, rait pathogenen 
Viren kontaminiert zu sein. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass rvWF eine 
potentiell hohere BindungskapazitSt an Faktor VIII besitzt 
und damit Faktor VIII effizienter bindet als plasmatischer 
vWF. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein 
nach dem erf indungsgemassen Verfahren erhSltlicher rvWF, 
dadurch gekennzeichnet , dass er erhShte BindungskapazitSt 
fur Faktor VIII aufweist. 

Zur Herstellung pharmazeutischer Praparationen werden die 
den hochreinen rekombinant en von Willebrand- Faktor 
enthaltenden Fraktionen vorzugsweise aufkonzentriert und 
das Konzentrat weiter verarbeitet. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen in einer zur 
Behandlung von Hamophilie A und verschiedener Formen der 
von Willebrand-Disease ublichen und gebrauchlichen 
Darreichungsform vorliegen; vorzugsweise liegen sie in Form 
eines zur Infusion geeigneten Pr&parates vor. 
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In den folgenden Beispielen wird die Erfindung naher 
erlautert, ohne sie darauf zu beschranken. 

Das Beispiel 1 beschreibt die Reinigung von aus zellfreiem 
Kulturmediutn nach Fermentation transformierter tierischer 
Zellen erhaltenem rvWF durch 

Anionenaustauschchromatographie . Die weiterf uhrende 
Reinigung durch die Verfahrensstufe der 
Affinitatschromatographie ist i* Beispiel 2 beschrieben. 

Fig. 1 stellt eine 8%-ige SDS-PAGE Auftrennung von rvWF 
dar. Spur A: Kulturmediutn; Spur B: Fraktion 280 
mM NaCl nach dem Fraktogel; Spur C: 270 mM NaCl 
Fraktion nach der Heparin-Af finitatschromato- 
graphie; Spur D: Molekulargewichtsmarker . 
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BEISPIEL 1 

Reinigung von rvWF aus Kul turuber s tanden durch 
Anionenaustauschchromatographie : 

Rekombinanter vWF wurde gemass ublicher Verfahren nach 
Infektion von Vero Zellen (Af f en-Nierenzellen) mit 
Vaccinia-Virus in Zellkulturtechnik gewonnen. Vero/Vaccinia 
Expressionssystetne und Zellkulturbedingungen werden in F.G. 
Falkner et al., Thrombosis and Haemostasis 68 (1992) 119- 
124, N. Barrett et al., AIDS Res. 5 (1989) 159-171 und F. 
Dorner et al., AIDS Vaccine Research and Clinical Trials, 
Marcel Dekker, Inc, New York (1990) , ausfuhrlich 
beschrieben. Die Expression von rvWF erfolgte in 
synthetischem DMEM-Standardmedium (Dulbeccos minimal 
essential medium) . 

Rekombinanter vWF kann auch durch Transformation von CHO- 
Zellen gewonnen werden. 

Nach der Fermentation der transformierten Zellen wurde das 
Kulturmedium abgetrennt, und Zellen und Zellbruchstucke 
wurden durch Zentrifugation entfernt. Weitere kleinere 
Bestandteile, wie Membranbruchstucke Oder Bakterien, wurden 
durch Filtration durch Filter mit einer Porengrdsse von 0,4 
Urn entfernt . 

770 ml zellfreier Kulturuberstand wurde mit einer 
Fliessgeschwindigkeit von 2 ml/cm2/min uber eine Saule (1,6 
cm x 5 cm, gefullt mit 10 ml Anionenaustauscher EMD-TMAE- 
Fraktogel (Merck)) filtriert. Das Gel wurde zuvor mit 20 mM 
Tris-HCl Puffer (pH 7,4) equilibriert . Anschliessend wurde 
die Saule mit 20 mM Tris-HCl Puffer (pH 7,4) gewaschen. 
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Fremdstoffe wurden durch Waschen der S&ule mit 200 mM NaCl 
enthaltendem Puffer entfernt. Der rvWF wurde dann mit 280 
mM NaCl in 20 mM Tris-HCl Puffer (pH 7,4) vom Trager 
eluiert. Schliesslich wurde mit 1 M NaCl eventuell 
vorhandenes Restmaterial von der Saule eluiert. Wahrend der 
Chroma tographie wurde die Proteinabsorption in ublicher 
Weise bei 280 nm verfolgt. Nach der Chromatographie wurde 
die Proteinkonzentration nach der Bradford Methode (M. 
Bradford, Anal. Biochem. 72 (1976) 248-254) bestimmt. Der 
Gehalt an rvWF wurde mittels eines handelsublichen ELISA 
Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt. 

Es wurde gefunden, dass nahezu der gesamte rvWF an den 
Trager gebunden wurde. rvWF wurde durch 0,28 M NaCl vom 
Anionenaustauscher eluiert. Die Ergebnisse der Reinigung 
von rvWF am Anionenaustauscher sind in Tabelle 1 
zusammengef asst . 

Durch die in diesem Beispiel beschriebene Reinigung wurde 
der rvWF urn das 6 -f ache angereichert . 



TABELLE 1 



Probe 


Vo lumen 
(ml) 


Ges amtpro t ein 
(/ig/ml) 


rvWF 
{fig /ml) 


rvWF/ 
Gesamtprotein 


Zellfreier 

Ku 1 1 urube r s t and 


770 


113 


7,9 


0,069 


Elution mit 
200 mM NaCl 


95 


147 


0,0016 


0,00001 


Elution mit 
280 mM NaCl 


75 


168 


61 


0,36 


Elution mit 
1 M NaCl 


50 


196 


6 


0,03 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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BEISPIEL 2 

Reinigung von rvWF durch Af f initatschromatographie: 

Ein nach Beispiel 1 erhaltener rvWF wurde zur Verringerung 
der Salzkonzentration (160 mM NaCl) niit 20 mM Tris-HCl 
Puffer (pH 7,4) verdunnt. Anschliessend wurde die Losung 
durch eine Saule (1,6 cm x 5 cm, gefullt mit 10 ml AF 
Heparin 1 Toyopearl 650 (Tosohaas)) mit einer 
Fliessgeschwindigkeit von 1 ml/cm2/min filtriert. Die Saule 
war zuvor mit 20 mM Tris-HCl Puffer 
(pH 7,4) equilibriert worden. Unspezifisch gebundene 
Proteine wurden zuerst durch Waschen mit 20 mM Tris-HCl 
Puffer (pH 7,4) entfernt. rvWF wurde durch 270 mM NaCl in 
20 mM Tris-HCl Puffer (pH 7,4) vom Trager eluiert. 
Schliesslich wurde mit 1 M NaCl Restmaterial von der Saule 
eluiert, Wahrend der Chromatographie wurde die 
Proteinabsorbtion in ublicher Weise bei 280 nm verfolgt. 
Nach der Chromatographie wurde die Proteinkonzentration 
mittels der Bradford Methode (M. Bradford, I.e.) bestimmt. 
Der Gehalt an rvWF wurde mittels eines handelsublichen 
ELISA Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt. 

Es wurde gefunden, dass nahezu der gesamte rvWF an den 
TrSger gebunden wurde. Bei der Elution mit 270 mM NaCl 
wurde der Gross teil des rvWF von der Saule eluiert, wShrend 
die Waschung mit 1 M NaCl nur noch Spuren von rvWF enth&lt. 
Die Ergebnisse dieses Reinigungsschrittes sind in Tabelle 2 
zusammengef asst . Durch diesen Reinigungsschritt wurde der 
Anteil des rvWF-Proteins zum Gesamtprotein auf uber 86 % 
erhoht . 
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Mit einer denaturierenden SDS-Proteingelelektrophorese 
(U.K. Laemmli, Nature 227 (1970) 680-685) und 
anschliessendem Western-Blot wurde die Fraktion von 270 mM 
NaCl genauer untersucht. 

Wie in Figur 1 dargestellt, ergab die denaturierende 
elektrophoretische Analyse, dass durch die itn Beispiel 1 
und 2 beschriebene Reinigung rvWF in hoher Reinheit 
gewonnen wurde. Im so gewonnenen Produkt konnten keine 
anderen Gerinnungsf aktoren, wie z.B. Faktor VIII, 
nachgewiesen werden. 



TABELLE 2 



Probe 


Volumen 
(ml) 


Gesamtprotein 
(lig/ml) 


rvWF 
(ftg/ml) 


rvWF/ 
Gesamtprotein 


rvWF-Konzentrat 


225 


50 


13,9 


0,27 


Elution mit 
270 mM NaCl 


43 


70 


60 


0,86 


Elution mit 
1 M NaCl 


32 


25 


2 


0, 08 



Der gereinigte rvWF besitzt eine Aktivitat von 4.32 U/mg 
rvWF:Ag in bezug auf die Plattchenaggregation. 



BEISPIEL 3 

Mittels Heparin Af f initatschromatographie wurden sowohl 
plasmatischer vWF (p-vWF) , vWF aus Kryoprazipitat (k-vWl 
als auch rekotnbinanter vWF (r-VWF) gereinigt. Die 
unterschiedlichen vWF-Praparate wurden auf ihre Bindung 
Faktor VIII untersucht. 
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Tabelle 3 



Probe 


Stdchiometrie 
vWF : Faktor VIII 


r-vWF 


2,0 : 1 


k-vWF 


2,6 : 1 


p-vWF 


3,0 : 1 



Tabelle 3 zeigt die Daten der Stochiometrie von vWF : 
Faktor VIII. Die Daten zeigen, das r-vWF eine wesentlich 
hohere Bindungskapazitat fur Faktor VIII besitzt als p-vWF. 

BEISPIEL 4 

Stabilitat von rekombinantem von Willebrand Faktor in 
Losung 

Eine von Willebrand Faktor- Preparation wurde, wie in 
Beispiel 2 beschrieben, hergestellt und in einem Puffer, 
enthaltend 5 g/1 Na 3 Citrat .2H 2 0, 2 g/1 NaCl, 5 g/1 Glycin, 
5 g/1 L-Lysin.HCl und 0,62 g/1 CaCl 2 .2H 2 0, pH 7,0, so 
formuliert, daS die von Willebrand Faktor-Konzentration 
gemessen mittels Ristocetin-mediierter Plattchen- 
aggregation 10 E/ml war. Eine derartige Losung wurde bei 4 
°C, 25 °C, 37 °C und 50 °C bis zu 70 Std gehalten. Zu 
verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen und mittels 
der Ristocetin-mediierten PlSttchenaggregation auf ihre von 
Willebrand Faktor-AktivitSt bestimmt. 
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Bei 4 °C und 25 °C kam es ira Beobachtungszeitraum zu keiner 
Veranderung der Aktivitat, bei 37 »C blieb die Aktivitat 
uber 24 Std uber 80 % und selbst bei 50 °C war uber 8 Std 
keine Veranderung der biologischen Aktivitat f estzustellen. 
Gleichzeitig wurde der Antigengehalt mittels ELISA 
ermittelt. Der Antigengehalt blieb bei alien 
Lagerungstemperaturen uber die gesamte MeBdauer gleich dem 
Ausgangswert . Die Stabilitatsuntersuchung wurde ohne die 
ublichen Proteinstabilisatoren, wie Tragerproteine Oder 
Zucker, durchgef iihrt . 

BEISPIEL 5 

Lyophilisationsverhalten von rekombinantem von Willebrand 
Faktor 

Ein rekorribinanter von Willebrand Faktor wurde, wie in 
Beispiel 4 beschrieben, formuliert und auf eine Aktivitat 
von 10 E/tnl eingestellt. Ohne weiteren Zusatz ublicher 
stabilisierender Agentien wurde nun gef riergetrocknet und 
anschlieSend im Ausgangsvolumen mit Wasser rekonstituiert . 
Danach wurde neuerlich die Ristocetin- Cofaktor- Aktivitat 
bestimmt. rvWF konnte mit einer Ausbeute von 80 % 
rekonstituiert werden. Als Vergleichsversuch wurde in 
Anwesenheit von 0,1 %igem humanem Serumalbumin 
lyophilisiert, dabei konnten 98 % der Ausgangsaktivitat 
nach Rekonstitution erhalten werden. 



BEISPIEL 6 

Pharaakokinetik dex Multimere von rekoabinantem von 
Willebrand Faktor im Schwein. 

Fir die Untersuchung k6nnen von Willebrand-def iziente 
Tiere, wie z-B. die von Roussi et al., Brit. J.Haematol . 
90:661-668 1995, beschriebenen homozygoten von Willebrand- 
def izienten Schweine, verwendet werden. In diesem Versuch 
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wurde ein 4 Monate altes, 37 kg schweres, weibliches, 
homozygotes von Willebrand-def izientes Schwein eingesetzt. 
Dieses war charakterisiert durch eine Blutungszeit von uber 
30 Minuten, gemessen nach der Ohrblutungsmethode von Samama 
et al., Thromb.Haemostas. 71:663-669, 1994, und einen von 
Willebrand Faktor- Plasmaspiegel von unter der 
Nachweisgrenze, sowohl im Antigen-ELISA als auch in der 
Ristocetincofaktoraktivitat bestimmt. Die Faktor VIII- 
AktivitSt betrug ca. 1 E/ml, gemessen als humaner Faktor 
VIII im l-Stufen-Gerinnungstest^-2-Stufen-Gerinnixngstest 
Oder chromogenem Faktor VIII-Test (Immunochrom FVIII:C, 
Immuno) . 

Unter Narkose wurde dem Schwein eine erf indungsgem&Se 
PrSparation, die, wie in Beispiel 2 beschrieben, gewonnen 
wurde, in einer Dosis von 34 RCoF E/kg Korpergewicht 
injiziert. Unmittelbar vor der Infusion sowie 30 min, 1 
Std, 2 Std, 3 Std, 6 Std, 9 Std, 12 Std, 24 Std, 32 Std und 
48 Std nach Infusion wurden Blutproben genommeri und daraus 
Citratplasma hergestellt. 

Aus den Plasmaproben wurde die Struktur der von Willebrand 
Faktor -Multimere durch SDS-Agarosegelelektrophorese im 2 
%igen Agarosegel nach der Methode von Ruggeri et al., Blood 
57:1140-1143, bestimmt. Dabei wurden die von Willebrand 
Faktor-Multimere durch eine immunenzymatische Farbung nach 
Aihara et al. t Thromb.Haemostas. 55:263-267, 1986, sichtbar 
gemacht. Als primarer Antikdrper wurde ein Kaninchen-anti- 
von Willebrand Faktor-Antiserum (Dakopatts, Glostrup, 
Denmark) in einer Verdunnung von 1:5000 verwendet. Als 
sekundSrer Antikorper diente ein alkalische Phosphatase- 
konjugierter, af f initStsgereinigter Ziegen-anti-Kaninchen- 
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IgG H + L Antikdrper (Axell, Accurate Chemical and 
Scientific Corp., NY) in einer Verdunnung von 1:1000. Die 
Farbung der Proteinbanden erfolgte mittels des Nitroblau- 
tetrazolium-chloridbrom-indolyl-phosphatsubstratsystems. 

Vor Behandlung mit dem erf indungsgemafien Praparat konnte 
kein von Willebrand Faktor im Schwein nachgewiesen werden. 
Nach Gabe des Praparates zeigte sich eine fur den nativen 
Zustand atypische Struktur eines aus Singuletts bestehenden 
Multimerenmusters, welches auf einen nicht proteolytisch 
verdauten von Willebrand Faktor zuruckzufuhren ist. Diese 
Struktureigenschaf t blieb uber den gesamten 
Beobachtungszeitraum unverandert, d.h. keine proteolytische 
Degradation des Praparates fand statt. Das Praparat wurde 
allerdings entsprechend der Pharmakokinetik aus der 
Zirkulation sukzessive eliminiert. Multimere des 
niedrigsten Molekulargewichtes blieben bis zu 4B Stunden 
nach Infusion des Praparates nachweisbar . 

Aus den infusionsexperimenten konnte eine Halbwertszeit des 
erfindungsgemafien von Willebrand Faktor von etwa 30 Stunden 
kalkuliert werden. Als makroskopischen Parameter fur die 
Normalisierung des im defizienten Tier gest&rten 
Gerinnungssystems wurde die Blutungszeit bestimmt, die von 
uber 30 Minuten vor Infusion des von Willebrand Faktors auf 
ca. 13 Minuten nach Infusion korrigiert werden konnte, 
wobei dieser Effekt auch noch 32 Stunden nach der Infusion 
nachweisbar war. 
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PATENTANSPRUCHE 



1. Verfahren zur Gewinnung von hochreinem von Willebrand- 
Faktor, bei dem rekombinanter von Willebrand-Faktor 
(rvWF) durch eine Anionenaustauschchromatographie an 
einem Anionenaustauscher vom quaternaren Aminotyp in 
einer Puf ferlosung bestehend aus Puf fersubstanzen und 
gegebenenfalls Salz chromatographisch gereinigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass der durch die Anionenaustauschchromatographie 
gereinigte rvWF weiterhin durch eine 

Aff initatschromatographie an immobilisiertem Heparin 
in einer Puf f erl6sung, bestehend aus Puf fersubstanzen 
und gegebenenfalls Salz, chromatographisch gereinigt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass man ein rvWF-Konzentrat aus zellfreien 
Kulturuberstanden transformierter Zellen reinigt. 

4 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, dass man als Puf ferlosung ein von 
Stabilisatoren, Aminosauren und anderen Zus&tzen 
freies Puf f ersystem verrwendet. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die 

Anionenaustauschchromatographie und/oder die 
Aff initatschromatographie in einem pH-Bereich von 6,0 
bis 8,5, und vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, 
durchgefuhrt werden. 
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6. Verfahren nach eiriera der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass der bei der Anionenaustausch- 
chromatographie an den Anionenaustauscher und bei der 
Af f initatschromatographie an itnmobilisiertes Heparin 
gebundene rvWF durch Erhohung der Salzkonzentration 
eluiert wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass der quaternSre Anionenaustauscher 
ein Fraktogel mit Tentakelstruktur ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Anionenaustauscher ein EMD-TMAE- Fraktogel 
ist . 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass der rvWF an den 
Anionenaustauscher bei einer Salzkonzentration von < 
270 tnM bindet, und bei einer Salzkonzentration > 270 
mM, und vorzugsweise bei > 280 tnM, eluiert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Aff initatschromatographie an 
einem Trager mit daran gebundenem Heparin durchgefuhrt 
wird, wobei sich bevorzugt AF-Heparin-Toyopearl® 
(Tosohaas), Heparin EMD - Fraktogel 0 (Merck) oder 
Heparin Sepharose Fast Flow® (Pharmacia) 
gleichermassen eignen. 
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11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass der in der 

Anionenaustauschchromatographie vorgereinigte rvWF an 
das immobilisierte Heparin bei einer Salzkonzentration 
< 150 mM bindet und bei einer Salzkonzentration > 150 
mM, vorzugsweise bei 200 bis 300 mM, bevorzugter 160 
bis 270 mM eluiert wird. 



12 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11-, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Salze losliche ein- und 
zweiwertige Salze verwendet werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Salz NaCl verwendet wird. 

14. rvWF, der frei von Blutplasmaproteinen, insbesondere 
frei von Faktor VIII, frei von pathogenen Viren ist 
und eine hohe Bindungskapazitat fur Faktor VIII 
aufweist, erhSltlich nach einem Verfahren gemass einem 
der Anspruche 1 bis 13. 

15. rvWF nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass er 
physiologisch aktiv ist. 

16. Verwendung eines rvWF nach Anspruch 14 und/oder 15 zur 
Behandlung von Hamophilie A und verschiedener Formen 
der von Willebrsmd-Disease. 



17. Verwendung eines rvWF nach Anspruch 14 und/oder 15 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung von Hemophilic A und verschiedener Formen 
der von Willebrand-Disease. 
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18. Phartnazeutische Zusammensetzung, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie einen Oder mehrere rvWP nach 
Anspruch 14 und/oder 15 in einem physiologisch 
annehmbaren Trager enthalt. 

19. Stabile phartnazeutische Praparation enthaltend virus- 
sicheren rekombinanten von Willebrand Faktor (rvWF) , der 
aus Multimeren mit einer hohen strukturellen Integritat 
besteht erhaltlich aus einer rvWF-haltigen Fraktion durch 
ein chromatographisches Reinigungsverf ahren wobei die 
Multimeren proteolytisch nicht abgebaut werden. 

20. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 19, welche 
in Losung bei Raumtemperatur mindestens 50 Stunden stabil 
bleibt . 

21. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 20, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie in L6sung lagerstabil ist . 

22. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 20, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Infusionspraparat vorliegt. 

23. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS der rvWF als nicht- fragment iertes 
Protein enthalten ist. 

24. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB der rvWF nach elektrophoretischer 
Analyse Multimerenbanden zeigt in Abwesenheit von 
Satellitenbanden . 
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25. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie formuliert ist zur Verabreichung an 
einen Patienten ohne Nebenwirkungen wie Thrombosebildung, 
Thrombozytenaktivierung Oder Thrombozytopanie 
hervorzuruf en . 

26. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie Salze, wie Natriutnchlorid und 
Kalziumchlorid, und Aminosauren, wie Glycin und Lysin, 
enthSlt, bei einem pH im Bereich von 6-8. 

27. Pharmazeutische Preparation nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS die rvWF-haltige Fraktion erhalten wird 
aus einer Zellkultur. 

28. Pharmazeutische Preparation nach Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, dafc die rvWF-haltige Fraktion zur 
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandelt ist. 

29. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS der rvWF nach Verabreichung an ein 
Saugetier das Multimerenmuster mit einer Singulettstruktur 
beibehcllt . 

30. Verwendung eines rvWF nach Anspruch 14 oder 15 zur 
Stabilisierung von Vaktor VIII, rekombinantem Faktor 
VIII Oder funktionellen Deletionsmutanten von Faktor 
VIII. 
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(eln Diagnoseverfahren durchgefuhrt am) menschllchen bzw. tierlschen 
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Die Zahlung zusatziicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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